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生命の基本は細 胞である。細胞 は通常、数マイクロメー ターか ら数十 マイクロメー
ター程度の大 きさであるが、鳥類や爬虫類の卵細胞は数センチメーターから数十セン
チメーターの大 きさを持つ、巨大な細胞である。 なかでも鶏卵は、我々の最も身近に
存在する巨大 な細胞であ り、その優 れた栄養価のため古 くか ら研究 されて きた。 しか
しなが ら、卵白の蛋白質に比べ、卵黄の蛋白質については、未だに未知の点が多い。
本研究は卵黄中の貯蔵蛋白質の分解に関与する蛋白質分解酵素のスクリーニングの
過程で世界に先駆 けて発見 し、アミノペプチダーゼEyと 命名 した新規酵素の蛋白質化
学的、酵素化学的諸性質 について検:討を行ったものである。詳細な検討の結果、本酵
素は、既報の各種 アミノペプチダーゼ(EC3.4.11.一)と は全 く異な り、国際酵素委員









プチジルー4一 メチル クマリンー7一 ア ミド(以 下ペプチ ドーMCAと 略す)を 用いて
行った。新鮮 な未受精卵(食 卵)か ら分離 した卵 黄を遠心 し、沈澱するグラニュール
画分と、上清のプラズマ画分に分離 した。グラニュール画分か ら調製 した粗酵素液を、
各種ペプチ ドーMCA基 質と反応させたところ、エ ンドペプチダーゼの活性は全 く認め
られず、アミノペ プチダーゼの基質であるロイシルーMCAと アルギニ ルーMCAの
みが分解され、卵黄中にアミノペプチダーゼの存在を推定 した。
卵黄のグラニュール画分由来の粗酵素液を発色性の低分子合成基質であるパ ラニ ト




ロ イ シ ン、 ア ラ ニ ン、 メ チ オニ ン等 の パ ラニ トロ ァ ニ リ ド誘 導 体 が 良 く分 解 され た 。
また 生 理 活 性 ペ プ チ ドで あ る エ レ ドイ シ ン 関 連 ペ プ チ ド(Lys-Phe・lle・Gly-Leu・
MetNH。)に 粗 酵 素 液 を作 用 させ た とこ ろ 、N末 端 か らの 配 列 に従 っ た 各 種 類 の ア ミ ノ
酸 が 検 出 され(Table1>、 本 酵 素 は ペ プチ ド結 合 分 解 活 性 を持 つ 真 の ア ミ ノペ プ チ ダー
ゼ で あ る と判 断 し、 卵 黄(Eggyolk)に ち な み ア ミノ ペ プ チ ダ ー ゼEyと 命 名 した 。
そ の 後 の 検 討 に よ り、 卵 黄 の ア ミ ノペ プ チ ダー ゼ 活 性 の95%は 、 プ ラ ズ マ 画 分 に存
在 す る こ とが 明 らか に な った た め 、 プ ラ ズマ 画 分 か ら、 ロ イ シ ル ーMCA分 解 活 性 を
指 標 と して 精 製 を 行 い(Table2)、 ポ リア ク リ ル ア ミ ド電 気 泳 動(PAGE)的 に均 一
に精 製 した(Fig.1)。 この 酵 素 を ア ミ ノペ プ チ ダ ーゼEyp、 グ ラ ニ ュ ー ル 画 分 の酵
素 をEygと 仮 に 命 名 した。 精 製 したEypと 粗 酵 素 段 階 のEygの 諸 性 質 を比 較 した 。 分 子
節 ク ロマ トグ ラ フ ィー か ら算 出 し た分 子 量 で は、Eypの360,000に 対 して 、Eygは 倍 近
い700,000と い う値 を示 し、 耐 熱 性 にお い て も、30℃ か ら60℃ の 間 に お い てEypは 大
きな 変 化 を示 さ な い の に対 して 、Eygは 、 こ の温 度 範 囲 に お い て 顕 著 に活 性 化 され る と
い う特 異 な性 質 を示 したが(Fig.2)、 これ ら 以 外 の性 質 に つ い て は 両 酵 素 は類 似 し
て い た(Table3)。
1-2.卵 黄 中 に 存 在 す る ア ミ ノペ プチ ダ ー ゼ の 精 製
ア ミノペ プ チ ダー ゼEypの 精 製 の結 果 か ら、 卵 黄 中 の ア ミノペ プ チ ダ ー ゼ の含 量 は
著 し く低 い こ とが 明 らか に な っ た。 本 酵 素 の 分 子 レベ ル で の 研 究 を 更 に 進 め る た め に
は、 よ り効 率 的 な精 製 法 の確 立 が 必 要 と考 え 、Eypの 精 製 に 用 い た精 製 法 の 改 良 を行 っ
た。
ア ミノペ プ チ ダー ゼEyの 精 製 の 第 一 段 階 と して 、 卵 黄 に塩 化 カ ル シ ウ ム と塩 化 マ グ
ネ シ ウ ム を含 む デ キ ス トラ ン硫 酸 の 溶 液 を加 え、 遠 心 す る こ とに よ り、 卵 黄 に 多量 に
含 ま れ る リボ 蛋 白 質 を 沈 澱 と して 除 去 す る こ とが で きた。 この 上 清 画 分 を硫 安 分 画 後 、
Cu2+・キ レー トク ロマ トグ ラ フ ィー を含 む5段 階 の カ ラ ム ク ロマ トグ ラ フ ィ ー に よ り、
電 気 泳 動 的 に 均 一 な状 態 に まで 精 製 した 。 精 製 標 品 は 、 約295kata1/kgの 比 活 性
を示 し、精 製 倍 率 は 、卵 黄 の 脱 リボ 蛋 白質 上 清 の 約4,200倍 で あ っ た(Table4)。
ア ミ ノペ プ チ ダー ゼEyの 精 製 過 程 を 通 し て 、 ロ イ シ ル ーMCAま た は ロ イ シ ル ー
pNAに 対 す る ア ミ ノペ プ チ ダ ーゼ 活 性 画 分 は 、常 に 単 一 の も の で あ り、 ス ク リー ニ
ン グ の段 階 で 認 め ら れ た プ ラズ マ 画 分 の ア ミ ノペ プ チ ダー ゼEyp及 び グ ラ ニ ュ ー ル 画
分 の ア ミノペ プ チ ダー ゼEygの2種 類 の酵 素 は 、 確 認 で き な か っ た 。 卵 黄 中 の ア ミ ノペ
プ チ ダー ゼ は 、1種 類 しか 存 在 しな い が 、 グ ラ ニ ュ ー ル画 分 で は ア ミノ ペ プ チ ダ ー ゼ
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はアミノペプチダーゼ どうし又は他 の蛋白質 と会合体を形成 し、見かけ上の多形性を
示す もの と推定 した。
u.ア ミノペプチダーゼEyの 分子特性
ll-1.ア ミ ノ ペ プ チ ダ ー ゼEyの 分 子 形 状
ア ミノペ プ チ ダー ゼEyの 分 子 量 は 、 セ ル ロ フ ァイ ンGCL・2000sfを 用 い た分 子 籠 ク ロ
マ トグ ラ フ ィー 及 び分 子 飾 ク ロ マ トグ ラ フ ィ ー 一HPLC・低 角 レー ザ ー 光 散 乱 法 か ら、 約
300,000と 推 定 した 。 ドデ シ ル 硫 酸 ナ トリ ウ ム存 在 下 で の ポ リア ク リ ル ア ミ ド電 気 泳
動 法(SDS-PAGE)で は ア ミノペ プ チ ダ ーゼEyは 、 約150,000の バ ン ドを示 した(Fig.
3)。 この 結 果 か ら判 断 して 、 本 酵 素 は 、 分 子 量150,000の サ ブ ユ ニ ッ トか ら成 る分
子 量300,000の2量 体 酵 素 で あ ろ う と推 定 した 。 ア ミ ノペ プ チ ダ ー ゼEyを 電 子 顕 微 鏡
で10万 倍 の 倍 率 で観 察 した と ころ 、2量 体構 造 を支 持 す る像 が 得 られ た(Fig.4)。 、
iト2.ア ミ ノ ペ プ チ ダ ーゼEyの ア ミ ノ 酸 及 び 糖 組 成
ア ミ ノペ プ チ ダー ゼEyの 精 製 標 品 を 、常 法 に従 い 加 水 分 解 後 、 ア ミ ノ酸 自動 分 析 計
で分 析 し、 ア ミ ノ酸 組 成 を 算 出 した(Table5)。 ア ミノ ペ プ チ ダー ゼEyの ア ミ ノ酸
組成 は 、 古 くか ら知 られ て い る6量 体 酵素 で あ る牛 の 水 晶体 の ロ イ シ ンア ミ ノペ プチ ダー
ゼ(EC3.4.11.1)の デ ー タ と比 較 す る と、 大 き く異 な っ て お り、 全 く類 似 性 が 認 め られ
な か っ た 。 さ らに 、 ア ミノペ プ チ ダ ー ゼEyの ア ミノ酸 組 成 を、 同 じ2量 体 酵 素 で あ る
ヒ ト肝 臓 の ア ミ ノペ プチ ダ ー ゼM(EC3.4.11.2)の ア ミ ノ酸 組 成 と比 較 す る と、 ア ミ
ノペ プ チ ダ ー ゼEyは ア ミ ノペ プ チ ダ ー ゼMに 比 べ て セ リ ン、 ス レオ ニ ン 、 ア ラ ニ ン、
グ リ シ ン の含 量 が 大 き く、 シ ス テ イ ンの 含 量 は 半 分 程 度 で あ っ た が 、 全 体 的 な傾 向 は
類 似 して い た 。
ア ミ ノペ プ チ ダー ゼEyの 糖 含量 は 約14%と 高 く、 特 に そ の 約3分 の1を シ ア ル 酸 が
占め て い る とい う特 徴 を持 つ こ と を 明 らか に した(Table5)。
シ ア ル酸 の 含 量 が 多 く、塩 基 性 ア ミノ 酸 の 含 量 が 比 較 的 低 い こ とか ら 、 ア ミ ノペ プ
チ ダ ーゼEyの 等 電 点 は 、 低 い と予 想 し た。 精 製 酵 素 を、 等 電 点 電 気 泳 動 法 で 分 析 した
と こ ろ、2.8と い う値 が 得 られ た 。 こ の値 は 、 既 報 の ア ミ ノペ プ チ ダー ゼ の 中 で は 、 最
も低 い もの で あ っ た。 ま た 、 精 製 酵 素 を シ ア リダ ー ゼ(EC3.2,1.18)で 処 理 して 得 た'
ア シ ア ロ型 酵 素 の等 電 点 が4.4に 変 化 した こ とか ら も、 上 記 の推 論 が 正 しい こ とが 証 明
され た(Fig.5)。
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n-3,ア ミ ノペ プチ ダ ー ゼEyの 末 端 ア ミ ノ酸 配 列
精 製 ア ミ ノペ プチ ダー ゼEyを 、 気 相 式 と固 相 式 の プ ロ テ イ ン シ ー ク エ ンサ ーで 分 析
した が 、 いず れ も配 列 の 決 定 に は い た らず 、 ア ミ ノ末 端 が ブ'ロ ッ ク さ れ て い る もの と
推 定 した 。精 製 酵 素300、 μ9を 、 ア シ ル ア ミノ酸 遊 離 酵 素(EC3.4,19,1)で 処 理 し
た 後 、 ア プ ラ イ ドバ イオ シス テ ム ズ社 製477A型 プ ロテ イ ン シ ー クエ ネ ー ター と120A
型PTH・ ア ミ ノ酸 ア ナ ラ イ ザ ー を用 い て 分 析 した と こ ろ 、 以 下 の よ うな 配 列 が 得 られ
た。
Acyl-Xas-Xaa-Pro-Glu-Ala-Ala-Ser-Leu-Pro-Gly一
こ こでXaaは 未 同 定 の ア ミ ノ酸 で あ る 。 これ に よ り、 ア ミ ノペ プ チ ダ ー ゼEyの ア
ミノ 末 端 は、 ア シル 基 で 修 飾 され て い る こ とが 明 らか に な っ た。 ま た 、 今 回 明 らか に
な っ た ア ミ ノペ プ チ ダー ゼEyの 部 分 配 列 と構 造既 知 の ア ミ ノペ プ チ ダ ー ゼ の ア ミ ノ酸
配 列 の 間 に は 、全 く相 同 性 が 認 め られ な か った(Fig,6)。
ア ミ ノペ プ チ ダー ゼEyの カ ル ボ キ シ末 端 側 の ア ミ ノ酸 配 列 は 、 エ ン ドペ プ チ ダー ゼ
活 性 を 全 く示 さ な い ま で に 高 度 精 製 した 黒 麹 菌Asρerg∫11αssaf亡of
ATCC14332株 由 来 の セ リ ン カ ル ボ キ シ ペ プ チ ダ ー ゼ(EC3.4.16.1)と ア ミ ノ酸 自
動 分 析 計 を使 用 して 行 った 。 そ の 結 果 、・Ala・Serと い う カ ル ボ キ シ 末 端 側 の ア ミ
ノ酸 配 列 を推 定 す る こ と が で きた 。 わ ず か2残 基 で は あ る が 、 こ の配 列 も ま た 、他 の
ア ミ ノペ プチ ダ ー ゼ との 問 に相 同 性 は 認 め られ なか っ た(Flg.6)。
川.ア ミノペプチダーゼEyの 金属酵素としての特性
川 一1.ア ミノペプチダーゼEyの アポ酵素の調製と金属イオンによる再構成
アミノペプチ ダーゼEyは 金属キレー ト試薬によ り阻害 されることか ら、活性の発現
には、金属が関与 してい るものと推定 した。精製酵素を原子 吸光法によ り分析 したと
ころ、サブユニ ッ トユモ ル当た り1グ ラム原子の亜鉛イオンを検出した。ポロ酵素と
アポ酵素の円偏光二色性(CD)ス ペク トルを測定 したところ(Flg.7A)、 アポ酵
素のβ・シー ト構造には大幅な変化が見られなかったが、 α一ヘリックス含量が有意に低
下し、不規則構造が増加 していた(Table6)。 アポ酵素に亜鉛イオンを加えてホ ロ






・は酵素活性の回復が認め られた。活性の回復 した酵素 を、原子吸光法により分析する
と、亜鉛イオ ンの場合 と同 じくサブユニット1モ ル当た り1グ ラム原子の割合で金属
イオンを検出 した。また、亜鉛イオ ンをコバル トイオンで置換 した酵素 は、ネイティ
ブな亜鉛酵素 とほとんど変 わらないCDス ペク トル を示 した(Fig.7B)。 金属置換
酵素の基質特 異性をpNA基 質を用 いて調べた ところ、金属置換酵素は亜鉛酵素に比
べて、基質特異性が広 くなる傾向が認められた(Table .7)。 これに対 して、合成オ
リゴペプチ ドであるLeu-Leu・Tyrを 基質 として各金属置換酵素の活性 を測定 し
たところ、亜鉛酵素の活性 を100と す ると、 コバル ト酵素の87%が 最高で、他の金属
置換酵素は50%以 下の低い値 しか示 さなかった(Table7)。 また、見かけ上、
Leu・ ρNAに 対する酵素活性が、亜鉛酵素 と同 じレベルに回復 したコバ ル ト及び銅
置換酵素について、Leu・pNAを 基質として反応 速度論的な解析 を行い、亜鉛酵素
との比較 を行った(Table8)。 金属 を亜鉛か らコバル トに置換す ることによ り、酵
素と基質の親和性の逆数示すKm値 は増大 したが、分子活性kcat値 は亜鉛酵素を
上回る値 を示 した。その結果、酵素 の触媒効率を表すkcat/Km値 は亜鉛酵素が
最高値を示 し、コバル ト酵素はその2分 の1で あ った。銅置換酵素は亜鉛酵素に比べ
て、kcat値 で約2分 の1、Km値 で6倍 の値 を示 し、kcat/Km値 は亜鉛酵
素の約7%で あった。
以上の結果か ら、アミノペプチダーゼEyの 金属特異性は比較的幅広 いものの、本酵
素の触媒反応を最 も効率よく進行 させる金属は、亜鉛であることを明らかにした。
11ト2,ア ミノペプチダーゼEyと 金属置換酵素の熱力学的性質
亜鉛を含むネイティブなア ミノペプチダーゼEyと コバル ト置換 酵素のLeu・pNA分 解
反応を熱力学的に解析 した(Fig。8)。 その結果、両酵素のアレニウスプ ロッ トは直
線にならず折れ曲が り、二相性を示 した。アミノペ プチダーゼEyの 活性化エネルギー
は45℃ 以下では〔BkJ/mo1、45℃ 以上では37kJ/moIと 算出することができた。
これに対 してコバル ト酵素の活性化エネルギーは32℃ 以下では97kJ/molと なり





lv-1.ア ミ ノ ペ プ チ ダ ー ゼEyの 生 理 活 性 ペ プ チ ドに対 す る 基 質 特 異 性
ア ミ ノペ プ チ ダー ゼEyは ロ イ シ ンーエ ン ケ フ ァ リ ンやFMRFア ミ ドな どの 各種 生 理 活
性 ペ プチ ドを 良 く分 解 し 、 そ の 活 性 は 、 ペ プチ ドのN末 端 の ア ミ ノ酸 の 種 類 に は 、 影
響 され なか っ た(Fig.9)。 しか し 、 本 酵 素 は 、 ロ イ シ ンーエ ンケ フ ァ リ ン と共 通 のN
末 端 ア ミノ 酸 配 列 を 持 つ ダ イ ノ ル ラ ィ ン(Tyrqy-Gly-Phe・Leu・Arg・Arg・lle-Arg-Pro-
Lys-Leu-Lys)に 対 して は 、 全 く作 用 しな か っ た。 また 、 ア ミ ノペ プチ ダ ー ゼEyは 、 コ
レシ ス トキ ニ ン ーオ ク タペ プ チ ド(CCK・8、Asp-TyrSO3H・Met・Gly・Trp・Met・Asp・
PheNH。)中 の 硫 酸化 チ ロ シ ン(Fig.9E)や 、 カ ゼ イ ン ホ ス ホ ペ プチ ド(CPP)中
の ホ ス ホ セ リン な どの修 飾 ア ミ ノ酸 も通 常 の ア ミ ノ酸 と変 わ ら な い 速 度 で 遊 離 させ た 。
Iv-2.ア ミ ノ ペ ブチ ダ ー ゼEyの プ ロ リン 含 有 ペ プチ ドに対 す る 基 質 特 異 性
プ ロ リ ンは 通 常 の ア ミ ノ酸 と は 異 な り、 環 状 構 造 を持 つ イ ミ ノ酸 で あ り、 蛋 白 質 や
ペ プ チ ド中 のX一 プ ロ リ ン又 は プ ロ リ ル ーX(Xは 任 意 の ア ミ ノ酸)と い う結 合 は 各
種 の蛋 白 分 解 酵 素 に対 して 抵 抗 性 を示 す こ とが 知 られ て い る。
ア ミノペ プ チ ダ ーゼEyはP1'位 に プ ロ リ ン を持 つ ペ プ チ ドの うち ブ ラ ジ キニ ン1-5
(Arg・PrαPrQ-Gly-Phe)や サ ブ ス タ ン スP1・4(ArgPro・Ly㌻Pro)の よ う な比 較 的 短 鎖
の ペ プ チ ドに は 作 用 し、N末 端 の ア ミ ノ酸 を遊 離 させ た が 、 同 じN末 端 ア ミ ノ酸 配 列
を持 つ ペ プ チ ドで あ っ て も、 鎖 長 の 長 い ブ ラ ジ キ ニ ンや サ ブ ス タ ン スPに は作 用 しな
か っ た(Fig.10)。 ま た 、 ア ミ ノペ プ チ ダ〒 ゼEyは ブ ラ ジ キ ニ ン1・3(Arg・Pro・
Pro)やX紛Pro(Xaaは プ ロ リ ン以 外 の任 意 の ア ミ ノ酸)タ イ プ の ジペ プ チ ドに も作 用
せ ず 、 本 酵 素 のXaa・Pro結 合 の 分 解 活 性 は 、 基 質 とな るペ プ チ ドの 鎖 長 に影 響 さ れ る こ
とを 明 らか に した 。 また 、 ア ミ ノペ プチ ダー ゼEyに よ る鶏 脳 ペ プチ ドLeu・Pro・Leu・Arg-
PheNH,中 のLeu1・Pro2結 合 の加 水 分 解(Fig11)の 反 応 速 度 論 的解 析 を行 っ た と ころ 、
Km=0,58±0.04(mM)、kcat=0,1(s'1)と い う値 が 得 られ た 。
ア ミ ノペ プチ ダ ー ゼEyの 、P1位 に プ ロ リ ン を持 つ ペ プチ ドに対 す る分 子 量 認 識 も、
P1'位 に プ ロ リ ン を持 つ ペ プチ ドに対 す る分 子 量 認 識 と類 似 して お り、 テ トラペ プ チ
ドPro・PheGly・Lysか らは 容 易 に プ ロ リ ン を遊 離 させ た が 、 デ カペ プ チ ドschistoFMRF・
amideに は 、 全 く作 用 し なか っ た(Fig.10K)。 また 、 ア ミノ ペ プ チ ダ ー ゼEyは 、
MSH放 出 阻害 ホ ルモ ン(Pro-Leu-GlyNH,)や 鶏 脳 ペ プ チ ドの分 解 産 物(Pro・Leu・Arg・
PheNH。)を 分 解 で きな か つ た 。 これ らの結 果 か ら 、 ア ミ ノペ プ チ ダー ゼEyのPro1・Xaa2
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(XaaはPro以 外 の任 意 の ア ミ ノ酸)結 合 の分 解 活 性 は 、 基 質 と な るペ プチ ドの鎖 長 ば
か りで な く、 ペ プ チ ドのC末 端 の ア ミ ド基 の 影 響 も受 け るの で は な い か と考 え られ る
が 、 そ の 理 由 に つ い て は 、 未 だ 明 確 に な っ て い な い 。
以上 の 結 果 か ら、 ア ミ ノペ プチ ダ ー ゼEyは 、 通 常 の ア ミ ノペ プチ ダー ゼ 活 性 の他 に、
N末 端 のXaa1-Pro2(XaaはPro以 外 の 任 意 の ア ミ ノ酸)結 合 を特 異 的 に 加 水 分 解 す るX・
Proア ミノ ペ プチ ダ ー ゼ,(ア ミ ノ ペ プ チ ダ ーゼP、EC3.4.11.9)様 の 活 性 、 そ してN
末 端 の プ ロ リ ン を特 異 的 に 遊 離 させ る プ ロ リ ル ア ミ ノペ プ チ ダー ゼ(EC3。4.11.5)様
の 活 性 を併 せ 持 づ 新 規 の 多 機 能 性 酵 素 で あ る こ と を 明 らか に した。
V.～ 一ホルミルペプチ ドの加水分解と走化性活性の失活
v-1.ア ミ ノペ プチダーセ澁yによ る ～一ホ ル ミ ル ペ プチ ドの 加 水 分 解
ア ミ ノペ プチ ダ ー ゼEyの 基 質 特 異 性 を明 らか に す る実 験 の 過 程 で 、 本 酵 素 はN末 端
が 修 飾 され て い ない 基 質 を要 求 す る 、真 の ア ミ ノ ペ プチ ダ ー ゼ で あ る こ と を確 認 す る
目的 で 、N末 端 の α・ア ミノ 基 を化 学 修 飾 し た 合 成 ペ プチ ドを基 質 と して使 用 し、輿 験
を行 っ た 。 そ の 結 果 、 ア ミノペ プ チ ダ ーゼEyは 、 α・ア ミ ノ基 が ホ ル ミル基 で 修 飾 さ れ
た ペ プ チ ドの み を特 異 的 に 加 水 分 解 す る こ とを 見 い 出 した(Flg.12)。
ア ミノペ プ チ ダ ーゼEyに よ る走 化 性 ペ プチ ド1胃ormyl・Met・Leu・Phe(fMet・Leu-Phe)
の 分 解 過 程 を 薄 層 ク ロ マ トグ ラ フ ィ ー と ア ミ ノ酸 分 析 に よ り追 跡 した と こ ろ 、 本 酵 素
は 先 ず 、 この ペ プ チ ドのN末 端 か らfMetを 遊 離 し、`次い でLeuを 遊 離 させ て い る こ と を
明 らか に した(Fig,13)。 ア ミ ノペ プ チ ダー ゼEyに よ る 、fMet・Leu・Phe分 子 中 のfMet1・
Leu2結 合 の 加 水 分 解 の 反 応 速 度 論 的 解 析 を行 っ た と こ ろ 、1(m=1.23±0.05
(mM)、kcat=5.7(s層1)と い う値 が 得 ら れ た 。 これ らの ア ミ ノ ペ プ チ ダ ー ゼ
Eyの 値 は 、fMet・ペ プ チ ドを特 異 的 に作 用 す る、 ラ ッ ト小 腸 の 酵 素 、Nホ ル ミル メチ オ
ニ ン ア ミノペ プ チ ダ ーゼ(EC3 .4.9.1)の 値 と比 較 して劣 っ て い た(Table9)。 ア ミ
ノペ プ チ ダー ゼEyは 、 昂 ホ ル ミル 化 ペ プ チ ドに つ い て は 、fMet・Leu・Phe以 外 の ペ プチ
ド も加 水 分解 した が 、発 色 性 の 低 分 子 合 成 基 質 で あ るfMeレ β・naphthylamide(fMebβ
NA)中 の ア ミ ド結 合 は分 解 しなか っ た(Fig.12)
v・2.ア ミノペプチダーゼEyによる走化性ペプチ ドの失活
N・ホルミル化ペプチ ドは細菌により産生され、生体内においては、白血球の一種で
ある好 中球を炎症反応 を起こしてい る場所へ遊走 させる誘因物質 として働いている。
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ア ミ ノペ プ チ ダー ゼEyは 、N一 ホ ル ミル化 ペ プチ ドの 走化 性 活 性 を失 活 させ る もの と推
定 し、 最 強 の 走化 性ペ プチ ドと して 知 られ て い るfMeレLeu-Pheを 使 用 して 、 走 化 性 活 性
の 失 活 実 験 を 行 っ た。
実 験 は 、 ケ モ タ キ シ ス チ ャ ンバ ー を用 い るBoyden法 に よ り行 い 、 ヒ トの 末梢 血 か ら
精 製 し た好 中 球 を 上 室 に 、 下 室 に は ア ミ ノ ペ プチ ダ ー ゼEyで 時 間 を 変 え て 処 理 した
fMet-Leu・Pheを 入 れ 、 間 を ポ リカ ー ボ ネ ー トフ ィル タ ーで 遮 断 した 。 チ ャ ン バ ー を37
℃ のCO2イ ンキ ユ ベ ー タ ー で20分 間 イ ンキ ュベ ー トし た 後 、 フ ィ ル ター に トラ ップ さ
れ た好 中 球 を 固定 、 染 色 し、顕 微 鏡 下 で計 数 した 。 そ の結 果 、 ア ミ ノ ペ プチ ダー ゼEy
がfMet・Leu・Pheを 加 水 分 解 し、fMet、Leuと 順 に ア ミ ノ 酸 を遊 離 させ る に 従 い 、fMet-
Leu・Phe画 分 の 走 化 性 活 性 は 低 下 して い き、 最 終 的 に は約70%の 活 性 を失 っ た(Fig.
14)a
ア ミ ノペ プチ ダー ゼEyは 、N末 端 を ブ ロ ック され た ペ プ チ ドの う ち 、 澤 ホ ル ミル化
ペ プ チ ドを特 異 的 に分 解 し、 そ のN末 端 か らホ ル ミル化 ア ミ ノ酸 とア ミ ノ酸 を順 に 遊
離 させ 、 走 化 性 活 性 を 失 わ せ る こ と を明 らか に した。N末 端 のfMetの 遊 離 に 限 定 す る
と、 この 作 用 特 性 は 、1V・ホ ル ミル メチ オ ニ ン ア ミ ノペ プ チ ダ ーゼ(EC3.4.19,7)や 、
ア シ ル ア ミノ酸 遊 離 酵 素(EC3.4.19.1)に 類 似 して い る が 、 こ れ らの 両 酵 素 は 、 通 常
の遊 離 の α・ア ミノ基 を 持 つ ペ プ チ ドに は 、 全 く作 用 しな い 点 で 、 ア ミ ノペ プチ ダー ゼ
Eyと 異 な っ て い る。 この 結 果 か ら、 鶏 卵 卵 黄 の ア ミノペ プ チ ダ ー ゼEyは 、 ア ミノ ペ プ
チ ダ ー ゼ 活 性 の他 に 、 澤 ホ ル ミル メチ オ ニ ン ア ミ ノペ プ チ ダー ゼ(EC3.49.7)の 活
性 を 併せ 持 つ 新 規 酵 素 で あ る こ とが 明 らか に な り、IV章 で 明 らか に な っ た ア ミノ ペ プ
チ ダ ー ゼEyの 多 機 能 性 に 、 新 た な 機 能 活 性 を加 え る もの とな っ た。 そ し て 、 発 生 分化
の際 の 、 細 菌 感 染 に対 す る本 酵 素 の 生 体 防 御 的 役 割 の 探 索 と い う新 た な 方 向 性 を 見 出
した 。
結 論
鶏卵卵黄 より、新規酵素アミノペプチダーゼEyを 発見し、約4,200倍 にまで精 製 し
た。精製酵素はPAGE、SDS・PAGE的 に均一で、分子量150,000の2つ の相同なサブユ
ニッ トか ら成 る2量 体酵素であった。本酵素が2量 体構造を とることは、電子顕微鏡
による観察結果か らも明 らかにした。アミノペプチ ダーゼEyのN末 端はアシル基によ
りブロックされてお り、N末 端部分のア ミノ酸配列は、既知 のアミノペ プチダーゼと
は全く異なっていた。本酵素は、シ アル酸の含量が高 く、塩基性アミノ酸の含量が低
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い た め 、2.8と い う 非 常 に低 い等 電 点 を示.し、 シ ア リ ダ ー ゼ 処 理 に よ り等 電 点 は 、4 .4
・へ 変化 した
。
ア ミ ノペ プ チ ダー ゼEyは 、 サ ブ ユ ニ ッ ト1モ ル 当 り1グ ラ ム 原子 の 亜 鉛 を持 つ金 属
酵 素 で あ り、 こ の 亜 鉛 は 、 酵 素 活 性 ばか りで な く酵 素 蛋 白 質 の 立 体 構 造 の 形 成 に も関
与 して い る こ と を明 ら か に した。 酵 素 蛋 白質 中 の 亜 鉛 は、他 の 金 属 で 置 換 が 可 能 で あ っ
たが 、 反 応 速 度 論 的 解 析 に よ り、亜 鉛 が もっ と も効 率 よ く酵 素 反 応 を進 行 させ る こ と、
お よ び、 コバ ル トで 置 換 した 酵 素 は 高 温 領 域 にお け る 活性 化 エ ネ ル ギ ー が 亜 鉛 酵 素 よ
りも低 く、 高 温 領 域 に お け る 酵 素 触 媒 反 応 の 効 率 が 亜 鉛酵 素 よ り も よい こ とを 明 らか
に した 。
オ リ ゴペ プ チ ドを基 質 と して ア ミ ノペ プチ ダー ゼEyの 基 質 特 異 性 を検 討 した ところ 、
本 酵 素 は次 の5つ の 酵 素 の 特 異 性 を 兼 ね備 え て い る こ と を明 ら か に した 。 第一 は 、N
末 端 の ア ミノ 酸 の 種 類 に あ ま り左 右 さ れ ず に、 ア ミノ 酸 を遊 離 させ る こ との で きる ミ
ク ロ ソ ーマ ル ア ラ ニ ル ア ミ ノペ プ チ ダ ーゼ(ア ミ ノペ プ チ ダー ゼM、EC3.4.11.2)
様 の 特 異 性 で あ る。 第 二 は 、N末 端 のXaa1-Pro2(XaaはPro以 外 の任 意 の ア ミノ 酸)結
合 を特 異 的 に 加 水 分 解 す るX-Proア ミ ノペ プチ ダ7ゼ(ア ミ ノ ペ プ チ ダ ー ゼP、EC
3.4,11.9)様 の 特 異 性 で あ る。 第 三 は 、N末 端 の プ ロ リ ン を特 異 的 に遊 離 させ る プ ロ リ
ル ア ミノペ プ チ ダ ーゼ(EC3.4.11.5)様 の 基 質 特 異 性 で あ る 。 第 四 は、Barrettに よ
り提 唱 さ れ 、EnzymeNomenclature1992に も新 た に登 場 した 、 基 質 の分 子 量 を認 識 し
比 較 的 分 子 量 の小 さ なペ プ チ ドを選 別 して分 解 す る、 新 しい カ テ ゴ リー の 酵 素 と して
注 目 され て い る オ リ ゴペ プ チ ダー ゼ(EC3.4.24.15)の 基 質 特 異 性 で あ る。 第 五 は 、
N末 端 が ホ ル ミル 基 で ブ ロ ッ ク され たペ プ チ ドを 、 エ キ ソ型 に加 水 分 解 し、 そ の 白 血
球 に対 す る走 化 性 活 性 を 失 わせ る とい うN・ ホ ル ミ ル メ チ オ ニ ン ア ミ ノ ペ プ チ ダー ゼ
(EC3.4.19.7)様 の 基 質 特 異 性 で あ る。 以 上 の 結 果 よ り、 ア ミ ノペ プ チ ダ ー ゼEyは 、
EnzymeNomenclature1992に 掲 載 され て い る5つ の 異 な る 酵 素 の 基 質特 異 性 を兼 ね 備
え た 、 極 め て 特 異 な新 規 の 多機 能 性 酵 素 で あ る と 結 論 した 。 生 物 に と っ て の 亜 鉛 の 重
要 性 を考 慮 に 入 れ る と 、亜 鉛 酵 素 で あ る ア ミ ノペ プ チ ダー ゼEyは 、胚 が 雛 へ と成 長 す
る 際 に 、 亜 鉛 の キ ャ リ ア ー 蛋 白 質 と して卵 黄 か ら 雛 へ と供 給 され る と も 考 え る こ とが
で き る。'ア ミ ノペ プ チ ダ ー ゼEyは 、 酵 素 の特 異 性 に基 づ く5つ の 機 能 に 、 亜 鉛 の キ ャ
リ アー 蛋 白 質 と して の 機 能 を加 え て 、6つ の 機 能 を持 つ とい え る。 本 酵 素 の 持 つ多 機
能性 は 、発 生 過 程 にお げ る鶏 卵 卵 黄 中 の蛋 白 質 の 分 解 機 構 や 生 体 防 御 機 構 につ い て 重
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論 文 審 査 の 要 旨
鶏 卵 は限 界 され た1個 の細 胞 か らな る。 発 生 分 化 に よ り,鶏 卵 中 のす べ て の成 分 は 胚 の栄 養 物
と して活 用 され,雛 鳥 の 誕 生 に い た る。 鶏 卵 成 分 が胚 へ の 供給 の た め の分 解 の分 子 機 構 に つ い て
は全 く とい って も よい ほ ど不 明 で あ る。 本 研 究 が 開 始 され た 時 期 に お い て は,鶏 卵 卵 黄 中 の タ ン
パ ク分 解 に か か わ る酵素 と しては カ テ プ シ ンD様 酵素 とキ モ トリプ シ ン様 酵 素 の 存 在 が僅 か知 ら
れ た 程 度 で あ った 。
本 研 究 は 貯蔵 タ ンパ ク質 で あ る鶏 卵 卵 黄 中 の タ ンパ ク質 の消 化 の分 子 機 構 を 明 らか に す るた め
に開 始 され た。 卵 黄 中 の微 弱 な プ ロテ ア ーゼ 活 性 を検 出す るた め に,感 度 の 高 い 蛍光 基質 が用 い
られ た 。 そ の結 果,卵 黄 フ.ラズ マ 画 分 中 に,卵 黄 か らは じめ て ア ミノペ フ.チダー ゼ を発 見 した 。
発 見 した ア ミノペ フ.チダ ー ゼEyは 約15,000倍 に精 製 され,PAGE,SDS-PADE的 に と もに均 一
で あ った 。
ア ミノペ プ チ ダ ー ゼEyの 基 質 特 異 性 は,通 常 の ロイ シ ンア ミノペ フ。チ ダ ー ゼ(EC3,4,1
1.1)の 特 異 性 の ほ か に,Pro-X結 合 を 切 る プ ロ リル ペ プ チ タLゼ(EC3.4.11.5),
X-Pro結 合 を切 るX-Proア ミノ ペ フ。チ ダ ーゼ(EC3.4,11,9),そ して ルーフ ォル ミル メ チ
オ ニ ン ア ミノペ プ チ ダ ー ゼ(EC3.4.19.1)の そ れ ぞ れ の特 異 性 を 併 せ て持 つ こ とを 明 らか
に した。 さ らに ア ミノペ プチ ダー ゼEyは 基 質 の分 子 量 を 認 識 しN末 端 配列 が 同 じ場 合 に 低 分 子
の オ リゴペ プ チ ドに よ く作 用 す る こ とを 明 らか に した 。以 上 の 結 果 は,ア ミノペ プ チ ダ ー ゼEyは
国 際 酵 素委 員 会 のEC番 号 の異 な る5つ の酵 素 の機 能 を 兼 ね 備 え て い る多機 能 性 酵 素 であ る こ と
を 明 らか に した もの であ る。
ア ミノペ フ。チ ダ ー ゼEyは 単 量 体 の 分 子 量150,000が2個 か らな る2量 体 で 分子 量300,000で
あ る。 サ ブ ユ ニ ッ ト1モ ル 当 り1g原 子 のZnを 持 つ。Znは α一ヘ リ ヅクス構 造 の維 持 と活 性 に
必須 の原 子 で あ る。 コバ ル ト並 び に 他 の金 属 置 換 酵 素 に よ る詳 細 な 反応 解 析 を行 った 。
」V一 フ ォル ミル メチ オ エ ン(fMet)ペ プ チ ドは起 炎 ペ プチ ドで あ る。 ア ミノペ フ。チ ダ ーゼEy
はfMet一 ペ フ。チ ド結 合 を分 解 し,白 血 球 の 走 化 性活 性 を 消失 させ る こ とを 発 見 した 。以 上 の結 果
は,ア ミノペ フ.チダ ーゼEyは 鶏 卵 が 細 菌 感染 に よ り炎 症 した 場 合 の 消炎 機 能 を 司 る 生 体 防 御 酵
素 で あ る可 能 性 を世 界 で は じめ て示 唆 した。
以上 の結 果,審 査 員 一 同 は 本 研究 者 に博 士(農 学)の 学 位 を 授与 す る に値 す る もの と認 定 した。
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